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研究成果
●研究日的
イネの穂を構成する窒素の約8 0%は､老化器官からの転流窒素に由来してお
り､窒素のリサイクルシステムは成育や生産を考える上で極めて重要である｡
研究代表者らは､老化器官における窒素の送り出しにサイトゾル型グルタミン
合成酵素(GSl)が､また受容する若い器官ではNADHグルタミン酸合成酵素
(GOGAT)がそれぞれ代謝上の鍵を握る酵素である可能性を指摘してきた｡これ
らの遺伝子産物の集積は､組織並びに時期特異的であり､この特異性を決定す
る制御系の解明がまたれる｡モデル植物でもあるイネではゲノム解析の完了が
間近であり(申請時点)､今後トランスクリプト-ムやプヒテオーム解析による
網羅的なポストゲノム研究が盛んに行われることが容易に想像される｡現時点
でイネの標的となる遺伝子産物の機能や制御機構をある程度網羅的に解析する
手段として､染色体上の量的形質を決定する遺伝子座(QTL)の解析がある｡
これまでに､インド型と日本型イネのインブリッドライン約100系統を用い
て､GSlやNADH-GOGAT量を支配するや生産に関わるQT Lを複数検出している｡
本研究期間内では､染色体上に検出された複数のQTLに関して､染色体置換
系統群を多数作出し､ QTL領域から原因遺伝子を単離することを第-の目標
とした｡並行して､イネにおけるアンモニウムイオンの吸収機構､同化に関わ
るGSl機能の証明､窒素情報伝達機構に関わることが期待されるPII様タンパ
ク質の機能解析などを推進することを目的とした｡
●研究成果の概要
1.窒素リサイクルと穂数･粒重を決定しているQTL
統計学的に検出されたGSl含量と穂数を決定しているqTLの存在や形質-の効
果を確認するために､第2染色体上のqTLを含む約40cMの領域のみがインド
型イネKasalathホモ按合体に置換されたC-22と遺伝背景であるKoshihikariを
ガラス室と水田で育成したoその結果､Koshihikariに比較してC-22の分げっ数､
穂数､穂重量はいずれも増加することが判明し､ qTL効果を置換系統で確認す
ることができた｡
穂数を規定しているQTL領域を絞り込むために､ C-22のKasalath置換
領域を相補する染色体置換系統群(sLs)を9系統作成した｡幼植物期の分げっの
抽出割合に関して､SLsを用いて評価したところ､穂数を規定しているQTLは､
マーカー2_S152と2_S173の間､ 6.7cMの領域に検出された｡また､分げっの抽
出割合と葉齢に正の相関関係が認められ､幼植物期の旺盛な成育が､栄養成長
初期の分げっ数の増加につながったと推察された｡さらに､ qTLの形質に対す
る遺伝効果を高めるために､幼植物期の葉齢の違いに注目し､形質評価法を構
築した｡マーカー2-S152と2-S173の間での組み換え系統を選抜し､幼植物期の
5葉の抽出割合に関して､組み換え系統を用いて評価したところ､穂数を規定し
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ているQTLは､マーカー2-S193とS10844の間､ 1.8 cMの領域に狭めることもコ
成功した｡さらに､分離集団11,484個体からこのマーカー間での組み換え体291
系統を選抜し､現在は23kbまで狭めた｡
一方､第1 1染色体には､同じくGSl含量と粒重を決定しているqTL
が検出されている｡第2染色休と同様に､このQTL領域だけがKasalath染色体
に置換された系統を多数作出し､ガラス室と圃場での形質検定を行い､ qTL効
果を確認した｡ GSl含量の原因遺伝子と､粒重を決定している原因遺伝子は､
染色体上では少し離れた位置に確認できた｡今後､この領域を狭め､原因遺伝
子の獲得をめざす｡
イネの収量は､穂数･粒重･ -穂あたりの粒数･登熟歩合の積であらわ
されるが､本研究ではそのうちの二つを決定している原因遺伝子の単離を目指
_しており､今後の発展が期待される.
2.アンモニウムイオン輸送担体osAMTの機能解析
本研究は､北海道大学大学院理学研究科の山口淳二博士と､一部共同でおこな
った｡イネのアンモニウムイオン輸送に関わるトランスポーターは､他の植物
でも認められているAMTlのタイプが3種類(osAMTl;1-1;3)に加え､酵母の
MEP型トランスポーターに近いAMT2のタイプが7種類(OsAMT2;1-2;3, 3;ト3;3,
4;1)存在していることが判明した. OsAMTlは､主に根で発現しており､外来
のアンモニウムイオン吸収に関わっていることが推定された0　-方､ osAMT2;)
は根と地上部両方の器官で発現していることが判明し､酵母を用いた相補試験
から､実際にアンモニウムイオンの輸送に関わっていることが判明した｡地上
部で発現していることから､ OsAMT2;)は光呼吸代謝の過程におけるミトコンド
リアからの放出､あるいは葉緑体における取り込みに関与していることが期待
されたが､一過的発現解析から本トランスポーターは細胞膜に局在している結
果が得られ､また光環境やco2環境を変えて光呼吸代謝を制御した系でも発現
変動が合致しないことから､予想とは異なる機能を持つことが考えられた｡な
お､その他のOsAMT2型遺伝子の発現量は､どの器官においても極めて少なく､
それぞれの機能解析には至っていない｡
3. GSlの機能証明
老化器官における窒素の送り出しに重要な機能を持つことが示唆されている
GSlについて､遺伝子破壊系統を用いて､その証明を試みた｡イネのGSlは3
種類(OsGSl;1-1;3)あり､ OsGSl;1は地上部維管束組織と根､ OsGSl;2は主に
根と菓鞘維管束組織､ osGSl;3は穎果特異的に発現していることが判明した.老
化葉身からの窒素の送り出しに重要と思われたOsGSl;1構造遺伝子に､レトロ
トランスポゾンTos17が挿入された遺伝子破壊系統を複数用いて､研究を進めた｡
遺伝子破壊系統は､いずれも極端な成育遅延･壊化･出穂遅延と登熟不良の形
質を示し､破壊された遺伝子の発現は認められなかった｡また､この系統は､
一iFl-
特に葉身でのグルタミン含量の低下が認められた｡ OsGSl;1プロモーターにI
osGSl;1cDNAを連結して遺伝子破壊系統に対して形質転換を行ったところ､極
端な形質はいずれも相補されたことから､OsGSl;1は老化器官からのグルタミン
輸送で主に機能していると結論した｡
4. PII様タンパク質の発現解析
イネのNADH-GOGATやAMTl;2の発現は､アンモニウムイオンにより正に制御
されるが､その真の情報物質はグルタミンであることが示されている｡このグ
ルタミンを情報物質とした伝達機構の分子実体は､全くわかっていない｡大腸
菌では､ PIIタンパク質が2-オキソグルタル酸を炭素情報として､またグルタ
ミンによりウリジリル化されたUTaseが窒素情報として､その比を検知し､下
流の伝達系に情報が渡される系をもつ｡植物でも､近年､ pII様タンパク質遺伝
子が見つけられたことから､イネでの研究を開始した｡イネにはPII様タンパク
質遺伝子は1コピーで存在し､環境条件や生育過程における発現量の変化は大
きくない｡酵母ツーハイブリッド系を用いて､ PII様タンパク質と相互作用する
因子としてN-アセチルグルタミン酸キナ-ゼ(AGK)を兄いだした｡ PII様タ
ンパク質やAGKは葉緑体に局在していた｡ RNAi法を用いて､ PII様タンパク質
ノックダウンイネを獲得し､トランスクリプト-ム解析などを進めたが､現時
点ではPII様タンパク質の機能を示唆するような結果はまだ出ておらず､今後解
析を進める予定である｡
●まとめ
本研究は､イネにおける窒素リサイクル機構の分子実体を解明することを目的
に､種々の研究手法を駆使して進めたものである｡依然として､この生産性に
直結する機構の解明は十分ではなく､今後､ますます発展させるべき課題だと
考えている｡なお､本研究で得られた成果は､適宜､国際的な学術雑誌に報告
しており､国内外からも高い評価を得ている｡地球レベルでの食料確保は極め
て重要な課題であり､より一層の研究推進を行う予定である｡
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